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(57) Abstract 



The present invention relates to a method for identification and detection of pectinolytic bacteria of the genus Erwinia of 
predetermined species, subspecies or pathovar, and more particularly of the species Erwinia chrysanthemi and of the species Er- 
winia carotovora, in the ground or in the water, or in a host susceptible of being the carrier of such bateria, particularly in plants 
and seeds, such process comprising assaying for fragments of DN A or RNA, which are specific of the concerned species, coding 
a pectate-lyase (PL), through a molecular hybridization with at least one spedfic probe, such hybridization being preceded by an 
amplification of the number of copies of the above-mentioned DNA fragments by means of specific primers. The invention also 
relates to probes and primers as well as to kits containing them for implementing such method. 



(57)Abrege 

La pr6sente invention a pour objet un procede d'identification et de detection de bacteries pectinolytiques du genre Erwi- 
nia d'une espece, sous-espece ou pathovar determines, et plus particulierement de I'espece Erwinia chrysanthemi et de I'espece 
Erwinia carotovora^ dans le sol ou I'eau, ou chez un bote susceptible d'etre porteur de telles bacteries, notamment chez les plantes 
et les semences, ce procede consistant a rechercher les fragments d'ADN ou d'ARN, specifiques de I'^espece concemee, codant 
une pectate-lyase (PL), en mettant en jeu une hybridation moleculaire avec au moins une sonde specifiquc, cette hybridation etant 
precedee par une amplification du nombre de ciopies des fragments d'ADN susmentionnes a I'aide d'amorces specifiques. L'in- 
vention vise egalement les sondes et les amorces ainsi que des kits les contenant pour la mise en suvre de ce procede. 
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SEQUENCES NUCLEOTIDIQUES ISSUES DE GENES CODANT DES 
PECTATE-LYASES, ET LEURS UTILISATIONS NOTAMMENT POUR 
LA DETECTION DE BACTERIES DU GENRE ERWINIA. 



La pr^nte invention a pour objet des sequences nucl6otidiques issues de 
genes codant des pectacte-lyases, et utilisables, notamment en tant que sondes et 
amorces, pour la detection de bact^ries pectinolytiques du genre Erwinia chez 
des botes susceptibles d'etre infectes par ces demieres, ou dans tout milieu ou 
ces bacteries sont susceptibles de survivre. 

Une etude effectuee en 1988 indiquait que les pertes mondiales dues aux 
maladies des plantes s'^levaient couramment a 60 milliards de dollars par an. 
C*est dire 1* importance que represente la detection rapide et specifique des 
agents phytopathogenes, qui conditionne, entre autres, les choix des produits 
phytosanitaires, de leur dosage et du moment de leur application. 

Les mesures prophylactiques, necessitant done une detection rapide, 
sensible et fiable, constituent encore de nos jours un des moyens les plus 
efficaces et les moins couteux, tant au niveau financier qu'a celui de 
Tenvironnement, de tutte contre les maladies, et en particulier les bacterioses 
contre lesquels peu de moyens de lutte sont disponibles, Tutilisation 
d'antibiotiques 6tant prohibee dans la majorite des pays. Ces mesures 
prophylactiques consistent essentiellement en I'utilisation de plantes, boutures 
ou semences (pris au sens large du tenne) saines, apres avoir detruit ou refuse 
les lots contamin6s, en sterilisation ou tout autre procede de desinfection de 
Tensemble des mat^riaux susceptibles d*dtre en contact avec les plantes et les 
semences. 

Le depistage des pathologies d*origine bact^rienne chez les plantes n'a 
cependant pas ete satis£aisant jusqu'a present, et des pertes importantes de 
plantes mono et dicotyl^ones dans les champs, dans les serres ou durant leur 
stockage sont frequemment observ6es. 

Une des causes principales de ce probleme est Tutilisation de semences et 
boutures apparemment saines, mais qui sont en realite porteuses de bacteries 
susceptibles d'&tre k Torigine du diveloppement fiitur de pathologies chez les 
plantes obtemies a partir de ces semences. On parlera alors de bacteries en phase 
latente d'infection. 

De nbmbreiises pathologies de plantes sont caracterisees par une phase 
latente d' infection. Durant cette phase, le niveau d'iafection est generalement 
inferieur a cehii qui pourrait etre detecte par inspection visuelle (absence de 



symptdmes apparents) ou par les techniques courantes disponibles acmellement 
(isolement et caracterisation microbiologique, immunologie.. .)* 

Une autre source importante de contamination des plantes viendrait 
egalement de renvironnement naturel ou artificiel, notamment des sols et de 
Teau. 

n faut noter egalement que T isolement et la caracterisation microbienne 
sont en general des techniques longues et laborieuses, suscepdbies d'etre d'un 
cout trop eleve pour envisager de les appliquer a grande echelle, tandis que les 
methodes immunologiques ne pr£sentent pas toujours la sp&:ificit6 et la 
sensibilite desirees. 

Les bacteries pectinolytiques du genre Erwinia (encore dSsign^es ci-apres 
erwinias) sont responsables d*un grand nombre de ce type de pathologies, dont 
I'un des symptdmes est la maceration des tissus chez un grand nombre de 
plantes, boutures et semences (terme pris au sens large). Ces bacteries sont 
notamment capables d'infecter la ponune de terre, le mais» la tomate, la 
betterave a sucre, le chou, Tendive, etc.,., ainsi que les plantes omementales de 
serres, telles que les plantes omementales, et d*une maniere g6n6rale toute 
plante couramment 6changee sur le marche entre les pays europeens et des pays 
tiers. 

Parmi ces erwmias pectinolytiques, on pent citer princq>alement d'une part 
Erwinia carotovora, et plus particulierement Erwinia carotovora subsp. 
carotovora (Ecc), Erwinia carotovora subsp. atroseptica (Eca), Erwinia 
carotovora subsp. odorifera (Eco), et Erwinia carotovora subsp. wasabiae 
(Ecw), et d' autre part, Erwinia chrysanthemi (Ech). 

Ces bacteries produisent plusieurs enzymes extracellulaires capables 
d * attaquer les composants de la parol cellulaire ; pectinases , cellulases , 
hemicellulases et proteases (pour une revue detaillee, voir Tarticle de A. 
Kotoujanslqr paru dans Annu. Rev. Phytopathol. 1987, 25: 405-30). 

Parmi ces enzymes, les pectate-lyases (encore designees par 
polygalacturonate-ly ases , pectate-transeliminases , poly galacturonate- 
transeliminases, poly(l,4-a-D-galacturonide)lyase, et EC 4.2.2,2) 
participeraient au m^canisme de cette maceration des plantes, sans pour autant 
etre les seuls agents responsables de ce phenomene, et ne seraient pas toutes 
n^cessaires k la virulence de ces bacteries. 

Par pectate-lyases on entend toute enzyme capable, par le biais d'une 
reaction de Elimination, de couper une liaison a l->4 O glycosidique 
presente entre deux residus galacturoniques. 



Ces pectate-lyases (encore d^sign^es ci-apr^s par PL) sont principalement 
codecs par des genes pel nommes pelY (Manulis et a/., "1988), pelB 
(Lei et al., 1987), pelA (Lei et a/., 1988), pell ato et al, 1988), pelI53 
(TroUinger et al, 1989), pelA, pelC, pelE et pelD (Tamaki et al, 1988), pelA, 
pelD et pelE (Van Gijsegem, 1989), pelB (Schoedel et Collmer, 1986), pelA 
(Favey et aL , 1992) et pelB (Hinton aL, 1989). 

Ces genes ont eux-mSmes 6t6 regroup6s en trois families en fonction de 
leurs homologies de sequences (Hinton et aL, 1989), D a en efifet ete determine 
que la famille peU, D, E est pr&ente chez Ech, et la famille pelB, C, /, X, est 
presente chez Eca, Ecc et Ech, et que la famille pell53, Y est presents chez 
certaines souches d'Ermnia carotovora. 

II convient cependant de noter que ces genes ne sont pas specifiques des 
erwinias pectinolytiques. En efifet, d'autres bacteries, telles que Yersinia 
pseudotuberculosis {Yps)y Klebsiella pneumoniae et Pseudomonas sp., sont 
capables de produire des PL. La famille pell53, Y aurait ete mise en evidence 
chez Yps\ une partie du gene pell53 serait effectivement commune a Eca et Yps 
(Trollinger et al. , 1989). 

La presence de sequences conservees tant au niveau des sequences 
nucleotidiques que prot6iques correspondant a ces PL, serait a Torigine de 
r apparition de reactions croisees lors de la mise en oeuvre de methodes de 
detection des erwinias, que ces methodes procMent par hybridation entre acides 
nucleiques, ou par reaction immunologique a Taide d'anticorps anti-PL. 

C'est principalement cette possibility de reactions croisees qui est a 
Torigine du fait qu*aucune m6thode de diagnostic des pathologies caus^es par 
ces erwinias pectinolytiques, procedant par Tintermediaire de sequences 
nucleotidiques correspondant a ces PL, n*a ete envisagee. 

Quant aux methodes de diagnostic immunologiques de ces pathologies par 
detection de ces PL, outre ce probleme de reactions croisees (donnant lieu a 
I'apparition de faux positifs ou de faux negatifs), elles presentent egalement 
r inconvenient de ne pas permettre le diagnostic pr^coce des pathologies en 
question, conq)te tenu du fait que la presence de ces PL dans le milieu etudie est 
concomitante ^ Tapparition des premiers symptdmes de ces pathologies. 

La presente invention a precisement pour but de mettre a la disposition 
d*utilisateurs potentiels, des methodes fiables d* identification et de detection de 
bacteries pectinolytiques du genre Erwinia d'une espece determinee, et plus 
particulidreii^nt, de Tespfece Erwinia chrysamhemi et de Tesp^e Erwinia 
carotovora, ainsi que de leurs sous-especes et pathovars. 
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L* invention a plus prdcisement pour but de foumir de nouvelles sequences 
nucleotidiques utilisables en tant que sondes ou amorces pour la mise en oeuvre 
de ces m6thodes, notamment par les techniques procedant par hybridation entre 
acides nucleiques (ARN et/ou ADN), suivie de 1' amplification du nombre de 
5 copies de sequences cibles (ou de leurs sequences complementaires) a ddtecter, 

par exemple suivant les techniques d' amplification genique dites PGR 
(Polymerase Chain Reaction), LCR (Ligase Chain Reaction), QP-replicase et 
3SR (Self-Sustained Sequence Replication). 

L*mvention a egalement pour but Tapplication des m6thodes 
10 susmentioimees au diagnostic precoce des pathologies causees par les erwinias 

pectinolytiques, a savoir des mSthodes permettant de faure le diagnostic du 
risque d'apparition de ces pathologies chez les plantes, ou d*apprecier les 
risques de contamination des plantes, notamment k partir du sol ou de I'eau. 

L*invention a 6galement pour but de mettre a la disposition d*utilisateurs 
IS potentiels, des kits pour la mise en oeuvre des m^thodes susmentionnees. 

L*invention a egalement pour but Tutilisation des sequences nucleotidiques 
susmentionnees pour la detection du polymorphisme des genes codant des 
pectate-lyases chez les erwinias pectinolytiques, afin d'identifier les especes, les 
sous-especes et pathovars de ces bacteries, mais aussi afin de determiner 
20 Torigine geographique et la specificite d'hote des souches de ces especes, sous- 

especes et pathovars, et de foumir des methodes de diagnostic des pathologies 
caus6es sp6cifiquement par ces especes, sous-especes et pathovars, ou en 
association avec d'autres. 

La pr^sente invention sera plus particulierement illustree a Taide des 
25 figmres suivantes: 

- figure 1: sequence nucleotidique du gene pell53 de la souche EC153 
d'Erwinia carotovora, 

' figure 2: sequence nucleotidique du gene pelE de la souche EC16 
d'Ermnia chrysanthemi^ 
30 - figure 3: carte de sites de restriction correspondant aux profils obtenus 

avec (a) Sau3Al, (b) HaeU, (c) AM et (d) HpdR chez Erwinia carotovora. La 
carte est representee seulement entre les deux amorces dans la region amplifiee 
du gene peL 

La presente invention a pour objet un proc6de d* identification et de 
35 detection de bacteries pectinolytiques du genre Erwinia d'lme espece 

determinee, et plus particulierement de Tespece Erwinia chrysanthemi- et de 
Tespece Erwinia mrotovora, dans tout milieu susceptible de contenir de telles 
bacteries, notamment dans le sol ou I'eau, ou chez im bote susceptible d'etre 
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porteur de telles bacteries, notamment chez les plantes, les boutures, et les 
semences, ce precede consistant k rechercher les fragments d'ADN ou d'ARN, 
sp6cifiques de I'espece concernSe, codant une pectate-lyase (PL), en mettant en 
jeu une hybridation moleculaire avec au moins une sonde specifique, cette 

5 hybridation 6tant pr&6dee par une amplification du nombre de copies des 

fragments d'ADN susmentionn6s k I'aide d'amorces sp6cifiques. 

L' invention conceme plus particulilrement les sequences nucl^otidiques 
correspondant k tout ou partie des g^es qui, au sein du genome des erwinias 
pectinolytiques, codent des PL, ces sequences nucleotidiques etant utilisables en 

10 tant qu'amorces et/ou sondes pour la mise en oeuvre du proced6 susmentionnd 

de I'invention. 

A ce titre I'invention a plus particuli^rement pour objet I'utilisation, aux 
fins susmentionn6es, de sequences nucleotidiques correspondant a tout ou partie 
des phases ouvertes de lecture des genes codant des PL chez Erwinia carotovora 
15 et Erwinia chrysanthemi (notamment du gene pell53 rcpresente sur la figure 1, 

de la souche EC153 d'Eax, du gene peU de la souche 3937 d'Ech decrite dans 
I'article de Favey et al. susmentionn6, du gene pelE de la souche EC 16 d'Ech 
repr^nt^ sur la figure 2). 

Par s6quences nucleotidiques correspondant k tout ou partie de genes qui, 
20 au sein des genomes des bacteries pectinolytiques du genre Erwinia, codent des 

pectate-lyases, on entend plus particulierement: 

- soit ceUes correspondant a I'identique a tout ou partie d'un des brins des 
sequences d'ADN des genes codant des PL, ou a tout ou partie des sequences 
d'ARN messager (ARNm) issues de ces gfenes, 
25 - soit celles susceptibles de s'hybrider avec tout ou partie des sequences 

d'ARNm ou d'un des brins d'ADN susmentionn^s. A titre illustratif, les 
conditions de I'hybridation susmentionnee sont suffisamment stringentes de 
maniere ^ ce que I'hybridation obtenue resiste k deux lavages successifs 
d'environ 15 mn chacun dans une solution 3 x SSC (0,5M NaCl, 0,05M citiate 
30 de sodium) k une temperamre d'environ eS'C; avantageusement, ces sequences 

comprennent au moins environ 40% de nucleotides identiques aux sequences 
d' ADN et d'ARNm susmentionnees. 

L' invention a plus particulierement pour objet toute sequence 
nucleotidique comprenant tout ou partie de la sequence nucleotidique A 
35 suivante: 
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5 • -TTACCGGACGCCGAGCTGTGGCGT-3 • 
ou sa sequence complementaire, ou une sequence derivee de la sequence 
A, notanraient par suppression et/ou substitution et/ou addition de nucleotides, 
5 et susceptible de s'hybrider avec le fragment delimite par les positions 1231 et 

1254 de la s6quence representee sur la figure 1, ou la sequence complementaire 
de cette sequence derivee. 

L' invention a egalement pour objet toute sequence nucleotidique 
comprenant tout ou partie de la sequence nucleotidique B choisie parmi tout ou 
10 partie: 

* des enchainements de nucleotides suivants: 

5 ' -CAGGAAGATGTCGTTATCGCGAGT-3 • 
C 

15 T ; 

ou leurs sequences con:q)lementaires» 

* ou d'une sequence d6riv6e de la sequence B, notamment par suppression 
et/ou substitution et/ou addition de nucleotides, et susceptible de s'hybrider avec 
la sequence conqplementaire du fragment delimit^ par les positions 1642 et 1665 

20 de la sequence representee sur la figure 1, ou la sequence con5)lementaire de 

cette sequence derivee. 

L' invention vise egalement toute sequence nucleotidique comprenant tout 
ou partie de la sequence nucleotidique C choisie parmi tout ou partie: 

* des enchainements de nucleotides suivants: 

25 

5 ' -GATCAGAAAGCCCGCAGCCAGAT-3 ' 

A : .T 



Ges pomts repr^sentant des nucleotides identiques a ceux de la premiere 
30 ligne) ou leurs sequences complementaires, 

* ou d'une sequence derivee de la sequence C, notamment par 
suppression et/ou substimtion et/ou addition de nucleotides, et susceptible de 
s'hybrider avec le fragment delimite par les positions 295 et 317 de la sequence 
representee sur la figure 2, ou la sequence complementaire de cette s6quence 

35 deriv6e, 

L* invention conceme egalement toute sequence nucleotidique comprenant 
tout ou partie de la sequence nucleotidique D. choisie parmi tout ou partie: 



* des enchainements de nucleotides suivants: 
5 ' -CTGTGGCCGATCAGGATGGTTTTGTCGTGC-3 ' 





, . .c 


A. , . 




, . .c 





ou leurs sequences complementaires, 
^ ou d'une sequence derivee de la sequence D, notamment par 
suppression et/ou substitution et/ou addition de nucleotides, et susceptible de 
s'hybrider avec la sequence conq)lementaire du fragment delimite par les 
positions 672 et 701 de la sequence representee sur la figure 2, ou la sequence 
complementaire de cette sequence derivee. 

A titre illustratif , on entend en outre par sequence derivee dans ce qui 
precede, et ce qui suit, toute sequence comprenant des nucleotides tels que 
Turacile, Tinosine, le 7 deaza 2' desoxyguanosine triphosphate (cdGTP) etc..., 
et correspondant done soit a un ADN soit a un AKN modifie. 

Les sequences nucleotidiques susmentionnees peuvent etre 
avantageusement marquees, notamment de maniere radioactive, enzymatique, 
par un compose fluorescent, par liaison a une moldcule antigenique (susceptible 
d'etre reconnue par des anticorps) ou a toute autre molecule susceptible d'etre 
directement ou indirectement detectee a Taide de r^actifs, cette liaison pouvant 
eventuellement etre effectuee par Tintermediaire d'un bras espaceur, notamment 
par rintennediaire d*une sequence nucleotidique constituee d*environ 5 a 100 
nucleotides situee a Textremite 3* ou S* de ces sequences. 

A titre d'exenq)les de molecules directement ou indirectement detectables 
liees aux sequences nucleotidiques susmentionnees, on pent citer 
rac6tylaminofluorene, la biotine (detectee a Taide de Tavidine, la stireptavidine) 
ou encore la digoxigenine. 

Les s6quences nucleotidiques susmentionnees peuvent etre utilisees par 
paires pour former ce que Ton appellera dans la suite de ce texte des couples 
d*amorces, ces amorces permettant ramplification (ou encore la multiplication) 
du nombre de copies de tout ou partie des genes, ou des copies des ARN 
correspondants et de leurs derives nucleotidiques par transcription inverse, 
codant des PL chez les erwinias pectinolytiques, notamment selon la technique 
PCR qui sera -detaillee phis loin ou toute autre technique faisant appel a 
rhybridation entre sequences nucleotidiques et permettant de detecter un 
nombre imtialement faible de sequences nucleotidiques determinees (ou de leurs 
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sequences complementaires), par multiplication du nombre de copies de ceux-ci 
ou de leurs derives, ces amorces 6tant le cas echeant marquees, notamment de la 
maniere indiquee ci-dessus. 

Avantageusement, les amorces selon T invention sont constituees d' environ 
5 a environ 100 nucleotides, et de preference d'environ 15 a environ 30 
nucleotides, et sont susceptibles de s'hybrider avec une region de ces genes 
codant des PL chez ces erwinias pectinolytiques, cette r6gion 6tant differente 
selon les amorces au sein d*un meme couple, de maniere a permettre 
Tamplification soit des genes entiers, soit de fragments de ces genes, ces 
fragments etant constitues d'environ 150 a environ 700 nucleotides, et 
avantageusement d'environ 400 a environ 500 nucleotides. 

L*invention a plus particulierement pour objet les couples d^amorces pour 
r amplification g6nique sp6cifique des Erwinia carotovora (Ec), caract6ris6s en 
ce que I'une des amorces de ces couples est choisie parmi les sequences 
conq)renant tout ou partie de la sequence nucl6otidique A, ou une sequence 
derivee, telle que definie ci-dessus, tandis que Tautre amorce est choisie parmi 
les sequences comprenant tout ou partie de la sequence nucl^otidique B, ou une 
sequence derivee, telle que definie ci-dessus. 

L'invention a egalement plus particulierement pour objet les couples 
d'amorces pour Tamplification genique specifique des Ech, caracterises en ce 
que Tune des amorces de ces couples est choisie parmi les sequences 
comprenant tout ou partie de la sequence nucleotidique C, ou une sequence 
derivee, telle que definie ci-dessus, tandis que Tautre amorce est choisie parmi 
les sequences comprenant tout ou partie de la sequence nucleotidique D, ou ime 
sequence derivee, telle que definie ci-dessus. 

De preference les amorces selon T invention comprennent les 3, et de 
preference les 5 demiers nucleotides des extremites 3' des sequences (A, B, C et 
D) d^crites ci-dessus. 

Les sequences nucleotidiques susmentionnees peuvent egalement etre 
utilisees en tant que sondes, le cas echeant marquees, notanmient de la maniere 
indiquee ci-dessus, ces sondes etant susceptibles de s'hybrider avec tout ou 
partie des gdnes, ou des ARN correspondants, ou de leurs derives 
nucleotidiques par transcription inverse, codant des pectate-lyases chez les 
erwinias pectinolytiques. 

Avantageusement les sondes de Tinvention sont constituees d'environ 10 a 
environ 500 nucleotides. ^ 

Dans le cadre de I'utilisation des sequences susmentionnees en tant que 
sondes pour T identification et la detection des Erwinia carotovora, des 



sequences particulierement preferees comprennent au moins environ 10 
nucleotides de la sdquence delimitee par ies nucleotides situes aux positions 
1613 et 1707 de la sequence representee sur la figure 1, ou au moins environ 10 
nucleotides ayant un minimum de 40% d'homologie avec la sequence 
susmentionn^, ou encore toute sequence susceptible de rester hybrid^e avec 
celles definies ci-dessus, notamment dans les conditions d'hybridation decrites 
plus haut* 

A titce illustratif, les sequences A et B, ou toute sequence derivee, telle 
que decrite ci-dessus, repr^sentent des sondes particulierement avantageuses 
pour la detection d'Erwinia carotovora, et plus particulierement d'Ecc, d'Eca, 
d'Eco et d'Ecw, ou de toute esp^, sous-esp^e ou pathovar, actuels ou d£riv6s 
ulterieurement par modification de la taxonomie actuelle. 

Dans le cadre de I'utilisation des sequences susmentionnees en tant que 
sondes pour Tidentification et la detection des Erwinia chrysaruhemi, des 
sequences particulierement preferees sont constitutes d*au moins environ 10 
nucleotides: 

- de la sequence representee sur la figure 2 et delimitee par les nucleotides 
situ6s aux positions 295 et 701 du gene pelE de la souche EC16 d'Ech, 

- ou de la sequence delimitee par les nucleotides situes aux positions 130 a 
970 du gene pelA de la souche 3937 d'Ech decrite dans Tarticle de Favey et al, 
susmentionne, 

ou d*au moins 10 nucleotides ayant un minimum de 40% d*homologie avec les 
sequences susmentionnees » ou encore toute sequence susceptible de rester 
hybridte avec celles definies ci-dessus, notamment dans les conditions 
d'hybridation decrites plus haut. 

A titre illustratif, les sequences C et D, ou toute sequence derivee, telles 
que decrites ci-dessus, representent des sondes particulierement avantageuses 
pom: la detection d'Ech ou de toute espece, sous-espece ou pathovar, actuels ou 
derives ulterieurement par modification de la taxonomie actuelle. 

Le proc6de d' identification et de detection des erwinias pectinol}^ques 
selon r invention, conq)rend avantageusement les etapes suivantes: 

- ie traitement d*un tchantillon preleve dans Teau, ou le sol, ou chez un 
bote, notamment chez les plantes et les semences, de maniere a rendre le 
genome de ces erwinias accessible aux sondes et/ou aux amorces de T invention, 
et le cas echeant a toute ADN ou ARN polymerase permettant de rcpliquer les 
deux brins de I'ADN gtnomique, ou TARN en derivant, ce traitement 6tant 
notamment effectue par ebullition, maceration (dans un liquide tel que Teau), 
broyage, sonication, notamment en presence de detergent (par exemple 
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laxirylsulfate, Sodium Dodecyl Sulfate, Triton XlOO), d'antioxydant, de 
chelateurs, d'alcali, et/ou de composes ^liminaiu des inhibiteurs tels que les 
polyphenols (polyvinylpyrrolidone par exemple), ou les polysaccharides 
(bromure de cetyltrimethylammonium par exemple), 

- r amplification du nombre de copies de genes codant des PL, ou de 
fragments de ces genes, susceptibles d'etre presents dans cet echantillon, a 
Taide de couples d'amorces (ou de leurs sequences derivees ou 
complementaires) tels que definis ci-dessus, 

- la detection de fragments amplifies lors de Tetape precedente, 
temoignant de la presence de genes codant des PL, et done de la presence 
d'erwinias pectinolytiques dans TSchantillon 6tudi6. 

L*etape d* amplification genique peut etre realisee in vitro ou in vivo par 
toute methode utilisant les techniques classiques d* amplification enzymatique de 
TADN ou de TARN, telles que la technique LCR (Ligase Chain Reaction) 
d^crite notamment dans la revue P.N.A.S., USA, 88, pp. 189-193 (1991), ou la 
technique "Qp Replicase" decrite dans la revue Biotechnology (VoLfi, octobre 
1988), ou avantageusement la technique PCR telle que decrite notamment dans 
les demandes de brevet europeen de Cetus (n** 200 362, 201 184, 229 701 et 
258 017), ou encore la technique 3SR decrite par Fahy et ai dans PCR Meth. 
AppL 1, 25-33 (1991), ou les techniques derivees de ces demieres et toute 
m6thode visant a anq)lifier in vitro les sequences nucleotidiques. 

A titre illustratif, Tamplification de ces genes, ou fragments de genes, 
comprend avantageusement les etapes suivantes: 

- la predenaturation de I'ADN double brin en ADN mono-brin, de 
preference dans im tampon constitue de Tris-HCl 10 mM pH 8,3, 50 mM KCl, 
1,5 mM MgCl2, 0,01% de gelatine, de co-facteurs de TADN-polymerase, 
notamment d'ions Mg2+ et K+, des 4 desoxynucleotides constitutifs des ADN 
(dCTP, dATP, dGTP, dTTP), et des couples d*amorces tels que definis ci- 
dessus, par chauffage entre environ 80°C et environ 110**C, avantageusement a 
100*^0; cette etape peut-etre realisee pendant environ 2 mn a environ 7 mn, 
avantageusement pendant 5 mn, 

- Tamplification proprement dite par addition au milieu obtenu a Tetape 
precedente d'ADN polymerase thermoresistante par exenq)le, et 

* chauffage a environ 94''C, ce qui correspond a Tetape de denaturation 
proprement dite; cette etape peut-etre realisee pendant environ 10 s a environ 
2mn, 

* puis chauffage entre environ 60**C et environ 76*'C, ce qui correspond 
k r^tape d*hybridation des coi^les d*amorces avec les genes codant des PL, ou 
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des fragments de ces genes, susceptibles d'etre presents dans I'ecbantillon 
biologique etudie; cette etapc peut-etre realisee pendant environ 10 s a environ 3 
mn, 

* et enfin chauffage entre environ SO^'C et environ 76''C, ce qui 
correspond k T^tape d'elongation des amorces, hybridees a I'etape precedente, 
Tuie vers Tautre, produisant ainsi des sequences nucl^otidiques 
compl6mentaires de tout ou partie des sequences genomiques des Erwinias 
pectinolytiques, ces demieres sequences etant delimitees par les nucleotides 
s'hybridant avec ies amorces susmentionnees; cette etape peut-etre realisee 
pendant environ 10 s a environ 3 mn» 

- la r6p6tition de T^tape d*amplification precedente entre environ 20 et 
environ 50 fois, avantageusement entre 25 et 35 fois, 

- le cas ech6ant, la recuperation d'une partie aliquote du milieu obtenu a la 
fin de I'etape d'ampiification precedente, afin de realiser ime nouvelle 
amplification selon la methode d^crite ci-dessus. 

n va de soi que tous les intervalles de temps precises dans les mefhodes 
detaillees ci-dessus, peuvent varier en fonction de Tappareillage (dit cycleur ou 
thermocycleur) utilise. 

Bien entendu, dans le cadre de Tamplification du nombre de copies par 
multiplication d'un fragment d*ARN, les 4 desoxynucleotides utilises dans la 
methode precedente sont dUTP, dCTP, dGTP, dATP. 

Selon un autre mode de realisation de 1* invention, la sensibilite de la 
detection peut etre amelioree en poursuivant le procede decrit ci-dessus par ime 
amplification du type "nested PGR", decrite dans "PGR A Practical Approach" 
Edited by MJ.McPherson, P.Quirke, G.R.Taylor, page 42, (1991) Oxford 
University Press, en utilisant des amorces internes au fragment precedenmient 
amplifie, ce qui conduit a T amplification du nombre de copies d*un fragment 
d'ADN ou d'ARN plus court que celui dont le nombre de copies a ete 
initialement amplifie. 

La detection des genes ou fragments de genes susmentionnes peut etre 
realisee par electrophorese sur gel de tout ou partie du milieu reactionnel dans 
lequel Tamplification a ele effectuee. La visualisation d'un amas important (plus 
ou moins individualise) de sequences en un point specifique du gel, et 
correspondant au nombre de copies de tout ou partie des genes ainsi amplifiees, 
est corrclable a la presence des genes susmentionnes dans Techantillon etudie. 

Avantageusement, le nombre amplifie de copies de tout ou partie des 
genes sus-mentionnes, est susceptible d'etre detecte a Taide de sondes telles que 
decrites ci-dessus, notamment selon le procede decrit ci-dessous. 
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Dans le cas d*utilisatioD de sondes, la detection des fragments de genes 
amplifies pent etre realisee soit a I'aide d'une sonde (hybridation simple), 
notamment par utilisation d* amorces ou nucleotides marques, soit a Taide de 
deux sondes (hybridation double). 

A titre illustratif, le proc6d6 de T invention par hybridation double, est 
avantageusement realise de la maniere suivante: 

- apres avoir rendu accessible le genome des bacteries dans les 
6chantillons, on procede a Tan^lification selon la technique decrite ci-dessus, 
puis on procede: 

- a la fixation sur un support solide (tel qu'une membrane ou des puits de 
plaques de microtitration comme celles couranmient utilisees dans la technique 
dite ELISA, et adaptees ou non aux acides nucleiques) d'une sequence 
nucleotidique "piege", choisie parmi les sondes de Tinvention decrites ci-dessus, 
avec laquelle les susdits genes, ou fragments de ces gdnes, sont susceptibles de 
s'hybrider, notamment dans les conditions definies ci-dessus, cette fixation etant 
r6alis^ selon des techniques usuelles decrites notamment par Maniatis et al, 
1982, 

- au rinfage du support solide, 

- a la saturation des sites reactifs libres du support, 

- k rincubation des sequences pi6ges, ainsi fix6es, avec TADN (ou ARN) 
genomique amplifie, provenant de Techantilion biologique prealablement traite 
de la manidre indiqu^ ci-dessus, dans des conditions permettant Thybridation 
de TADN (ou ARN) susmentionnes avec lesdites sequences pieges, notamment 
dans les conditions d'hybridation d6finies plus haut. 

- au ringage du support solide, notamment a Taide de 6xSSC a 65**C (ou 
3xSSC a 65**C, ou 0,lxSSC si n6cessaire, ^ eS^'C) pendant 15 mn a deux 
reprises, 

- a rincubation des sequences d'ADN ou ARN susmentionnees, hybridees 
a Tetape precedente avec les sequences pieges, avec une ou plusieurs sondes 
selon rinvention, ces sondes etant choisies de maniere a ce qu'elles ne soient 
pas complementaires des sequences pieges susmentionnees, dans des conditions 
permettant Thybridation des sequences d'ADN ou ARN amplifiees 
susmentionnees avec lesdites sondes, notamment dans les conditions 
d' hybridation definies plus haut, 

- au rin^age du support solide, notamment dans les conditions 
susmentionnees, 

- a la detection des eventuelles sondes etant restees fixees, par hybridation 
avec les sequences nucleotidiques an^lifi^es, sur le support solide apres Tetape 
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prec6dente, temoignant alors de la presence d'ADN (ou ARN) genomique 
susmentionnes dans i'echantillon biologique, cette detection ^tant r6alis£e soit 
directement lorsque les susdites sondes sont marquees de maniere radioactive ou 
fluorescente, soit indirectement par I'intermediaire de r6actifs eux-memes 
susceptibles de reconnaitre ces sondes, notamment a I'aide d*anticorps ou autres 
r^actifs dScrits prSc^demment, dans le cas ot ces sondes sont marquees par des 
antigenes ou des molecules susceptibles d'etre respectivement reconnus par ces 
anticoips ou ces r^ctifs. 

Avantageusement, les deux sondes utilisees dans le cadre de la detection 
par hybridation double peuvent fetre k sp6cificit6 variable. Par exemple, on pent 
utiliser a titre de sonde piege, une sonde specifique d'une espece determinee, et 
plus particulierement de Tespece Erwinia carotovora ou de Tespece Erwinia 
chrysanthemi. La seconde sonde utilisee dans le precede par hybridation double 
decrit ci-dessus, pourra etre choisie panni les sondes specifiques des sous- 
especes ou pathovars des especes susmentionnees. 

D*autres methodes de detection ou de dosage, en phase soUde ou liquide, 
peuvent bien entendu etre envisagees dans le cadre de la presente invention. 

Ces methodes sont decrites notamment dans Tarticle de Bloch, 1991, qui 
traite de la technique PGR en general et d'une methode de dosage par 
co-amplification applicable au dosage des erwinias pectinolytiques presentes 
dans I'echantillon etudie, ou dans Tarticle de Barany, 1991, traitant de la IjCR 
et de la PGR, ou encore dans Tarticle de Gilliland et al., 1990, traitant d'une 
methode PGR par competition pour la quantification d'ARNm egalement 
applicable dans le cadre de la presente invention. 

L' invention vise plus particulierement un procede tel que decrit ci-dessus, 
permettant T identification et la detection d'Erwinia carotovora, et plus 
particulierement d'£cc, d'Eca, d'Eco et d*Ecw, ou de toute espece, sous-esp6ce 
ou pathovar, actuels ou derives ulterieiurement par modification de la taxonomie 
actuelle, ce proc^6 6tant caract^rise en ce que: 

- les couples d' amorces utilises sont constitues d'une sequence 
nucl6otidique A ou derivee, et d'une sequence nucl^tidique B ou derivee, telles 
que definies ci-dessus, 

- les s6quences pieges et les sondes sont choisies panni les sequences 
comprenant au moins 10 nucleotides de la sequence delimitee par les nucleotides 
sim6s aux positions 1231 et 166S de la sequence representee sur la figure 1. 

Avantageusement, les etapes de denaturation, d'hybridation et 
d'61ongation du procede susmentionne, sont respectivement realisees ^ 94°C 
pendant 1 nm, a 65°G pendant 1 mn, et a 72°G pendant 1 mn 30 s. 



14 



L' invention conceme egalement un precede tel que decrit ci-dessus, 
permettant ridentification et la detection d'Ech ou de toute espece, sous-espece 
ou pathovars» actuels ou derives uit6rieurement par modification de la 
taxonomie actuelle, ce precede etant caracterise en ce que : 

- les couples d'amorces utilises sont constitu^s d'une sequence 
nucleotidique C ou derivee, et d*une sequence nucleotidique D ou derivee, telles 
que definies ci-dessus, 

- les sequences pieges et les sondes sont choisies panni les sequences 
comprenant au moins 10 nucleotides de la sequence d^lunitee par les nucl6otides 
situes aux positions 295 et 701 de la sequence representee sur la figure 2. 

Avantageusement, dans le cas du procede susmentionne, T^tape de 
d^naturation est realisee a 94°C pendant 1 mn, et les etapes d*hybridation et 
d'elongation sont regroupees en une etape realisee a ll^'C pendant 2 mn, 

L'invention a Egalement poxur objet I'application des precedes 
d' identification et de detection susmentionnes a la mise en oeuvre d*une 
methode de diagnostic de Teventuelle apparition (encore designee par methode 
de diagnostic precoce) de pathologies causees par les erwinias pectinolytiques, 
et plus particulierement par les Erwinia carotovora et les Erwinia chrysanthemi, 
chez un bote tel que defini ci-dessus, cet bote etant susceptible d'etre un portexu* 
apparemment sain de telles bact^ries et se trouvant en phase latente d* infection. 

Le resultat de la methode de diagnostic susmentionnee permet d'evaluer le 
risque que prfisente un bote susceptible d'fetre porteur d*erwimas 
pectinolytiques, et plus particulierement d*Ec et d*Ech, de developper et le cas 
echeant, de transmettre, ou non, une pathologic causee par ces bacteries. 

L'invention vise egalement Tapplication des precedes decrits ci-dessus au 
depistage des erwinias pectinolytiques dans tout milieu susceptible de les 
contenir, notamment dans le sol et Teau, et de representer ainsi des sources 
possibles de contamination. 

Par erwinias pectinolytiques detectees dans le cadre des methodes de 
diagnostic et de detection susmentionnSes, il faut entendre k la feis les souches 
naturelles de ces bacteries, ainsi que les souches bacteriennes, et autres 
organismes, modifies, notamment par voie du g6nie gen^tique, 

Les pathologies en phase latente d'infection susceptibles d'etre depistees 
dans le cadre de la presente invention sont plus particulierement: 

- des maladies generiques dites de pourritures (hiunides ou molles), a 
developpement localise et/ou syst^miqiie, de plantes enti^res ou d*brganes au 
chanqp ou en conservation ou encore en survie. A titre d'exemples, on peut citer 
les pourritures de la pomme de terre (plantes ou tubercules), de chicons 
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d' endives ou d* endives en foi^age ou stockees, de Saintpaulia, de toute salade, 
d'organes v6g6taux ayant 6ventuellement subi (encore dfisignes par produits de 
4** gamme) des modifications d'eux-memes ou de leur environnement 
(atmospheres modifiies, lavages, desinfection etc...), 

- de pourritmres dites systemiques individnalisees telles que la jambe noire 
ou le manque a la lev6e de la ponmie de terre, 

- de fletrissement se caracterisant par un port inhabituel des plantes, 
generalement observe apr^s obstruction des vaisseaux du vegetal, notamment 
par en^echement de la circulation d*une ou des deux seves (notanunent chez la 
pomme de terre et I'oeillet). 

L* invention a egalement pour objet des kits pour la mise en oeuvre d'un 
procede ou d'une metfaode de diagnostic selon Tinvention, ces kits conq)ienant 
au moins une sequence nucl6otidique choisie parmi celles definies ci-dessus et 
correspondant k tout ou partie de genes qui, au sein des genomes des erwinias 
pectinolytiques, codent des pectate-lyases. 

L' invention a plus particulierement pour objet des kits comprenant: 

- au moins un couple d'amorces dont Tune est constitute de tout ou partie 
de la sequence A ou d*une sequence derivee de cette demiere, et I'autre est 
constiuite de tout ou partie de la sequence B ou d*une sequence d6rivee de cette 
demiere, telles que decrites ci-dessus, ou de leurs sequences complementaires, 
ce couple d'amorces permettant Tamplification genique de sequences 
nucleotidiques d'Erwinia carotovoraj notamment des £ca, Eco, Ecc et £ov, 

- une (ou plusieurs) sonde(s) susceptibles de s*hybrider avec tout ou partie 
des fragments de genes amplifies a Taide des couples d'amorces susmentionnes, 
et plus particulierement des sondes comprenant au moins 10 nucleotides de la 
sequence delimitee par les nucleotides situes aux positions 1231 et 1665 de la 
sequence reprtsent6e sur la figure 1 

L'invention vise egalement des kits comprenant: 

- un couple d'amorces dont Tune est constituee de tout ou partie d'une 
sequence C ou d*tme sequence derivee de cette demiere, et Tautre est constituee 
de tout ou partie d'une sequence D ou d'une sequence derive de cette demiere, 
telles que decrites ci-dessus, ou de leurs sequences complementaires, ce couple 
d'amorces permettant ranq)Iification genique de sequences nucleotidiques 
d'Erwinia chrysanthemi, 

- une (ou plusieurs) sonde(s) susceptibles de s*hybrider avec tout ou partie 
des firagments de genes anq)lifies k I'aide des couples d'amorces susmentionnes, 
et plus particulierement des sondes comprenant au moins 10 nucleotides de la 
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sequence delimitee par les nucleotides situes aux positions 295 et 701 de la 
sequence representee sur la figure 2. 

Les kits selon T invention peuvent egalement comprendre: 

- une ADN ou ARN polymerase thermoresistante, 

- un milieu reactionnel avantageusement constitue de Tris-HCl 10 mM pH 
8,3, 50 mM KCi, 1,5 mM MgCl2. 0,01% de gelatine, de co-facteurs de TADN- 
polym^rase, notamment d*ions Mg2+ et K+, et des 4 desoxynucleotides 
constitutifs des ADN (dCTP, dATP, dGTP, dTTP) ou des ARN (dCTP, dATP, 
dGTP, dUTP). 

L' invention conceme egalement Tutilisation de sequences nucleotidiques 
correspondant k tout ou partie de g^nes qui, au sein des genomes des bact^ries 
pectinolytiques du genre Erwinia, et plus particulierement d'Erwinia carotovora 
et d'Erwinia chrysanthemi, cedent des pectate-lyases, pour la mise en oeuvre 
d*un precede d' identification des sous-especes, et/ou des souches ou pathovars 
des esp&ces ou sous-espies, des differentes bact^ries du genre Erwinia. 

L'invention a egalement pour objet Tutilisation de sequences 
nucleotidiques, telles que d^finies ci-dessus, correspondant k tout ou partie de 
genes qui, au sein des genomes des bacteries pectinolytiques du genre Erwinia, 
codent des pectate-lyases, pour la mise en oeuvre d*une metliode de detection du 
polymorphisme des fragments amplifies, celui-ci pouvant par exemple etre mis 
en evidence par le polymorphisme de taille des fragments de restriction issus des 
g^nes susmentionnes amplifies, ces fragments (encore designes fragments de 
reference dans ce qui suit) etant caracteristiques de chacune des especes, sous- 
especes ou padiovars d*une meme espece de bacteries pectinolytiques du genre 
Erwinia, 

Avantageusement, la detection des fragments amplifies sera effectufie par 
hybridation avec des sondes a specificite plus ou moins. large en fonction des 
especes, sous-especes ou pathovars des erwinias pectinolytiques, Cette detection 
pent etre realisee selon la methode RFLP (Restriction Fragment Length 
Polymorphism), ou par detection en phase solide (par hybridation simple ou 
double telles que decrites ci-dessus) telle que par exemple celle decrite par 
Erlich, Gibbs et Kazajian, Eds (1989) dans Current Communications in 
Molecular Biology. Polymerase Chain Reaction. Cold Spring Harbor laboratory 
Press NY. 

A ce titre, 1* invention conceme plus particulierement les Augments de 
reference obtenus, chez Erwinia carotovora^ par restriction avec les enzymes 
Sau3 Al et HaeU et representes sur la figure 3 . 
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L^invention vise plus particulierement les sondes aptes a mettre en 
evidence ie polymorphisme observe avec Sau3Al et HaeU, dans le cas d'Eca. 

L* invention a plus particulierement pour objet un proc^d^ d* identification 
et de detection d'une souche d*une espece ou sous-espece ou pathovar determine 
de bact6ries pectinolytiques du genre Erwinia chez im bote, notamment chez les 
plantes et les semences, ce procede etant realise par la mise en oeuvre d'un des 
proc6d6s d' identification et de detection decrits pr^c^demment et comprenant 
une etape de detection de la souche susmentionnee. 

Cette 6tape d' identification des souches des especes, sous-esp^s et 
pathovars susmentionnes, peut representer une etape supplementaire dans le 
cadre des proc6d6s d' identification et de detection susmentionn^s. Les proc^des 
sus-mentionnes se font alors en deux tenq)s; detection de la presence eventuelle 
d*erwinias pectinolytiques, suivie de la detection ou de la discrimination de 
r espece, sous-espece ou pathovar en question. 

Cette etape de detection de ces souches peut egalement remplacer T etape 
de detection des erwinias dans les procedes susmentionnes, de maniere a ce que 
Tespece ou sous-espece en question eventuellement presente dans le milieu 
biologique soit directement detectee. 

La detection des souches des especes, sous-especes ou pathovars, est 
avantageusement r6alisee de la maniere suivante: 

- mise en presence des genes ou fragments de genes codant des PL chez 
les erwinias pectinolytiques susceptibles d'etre presentes dans Techantillon 
etudie, et dont le nombre de copies a ete le cas echeant amplifie, avec une (ou 
plusieurs) enzyme(s) de restriction susceptible(s) de couper ces g^nes ou 
fragments de genes en un (ou plusieurs) site(s) specifique(s) d*une espece, sous- 
esp^e ou pathovar d6termm£ d'Erwinia, puis conq)araison de la taille des 
fragments de restriction obtenus a Tetape prec6dente av^ celle de fragments de 
reference caract^ristiques de Tesp^e ou sous-espece d6termin6e susmentionnee, 
tels que les fragments de reference decrits ci-dessus, notamment par 
electrophordse sm gel, 

- ou detection de sites de restriction polymorphes a I'aide de sondes 
specifiques des souches des sous-especes ou pathovars en question, notamment 
selon la methode decrite k la page 200 du livre d'Erlich "PGR Technology" 
(1989) Stockton Press, 

- ou encore par comparaison de la temperature de fusion de domaines des 
firagments obtenus avec celle des fragments de reference; cette technique, peut 
avantageusement etre realisee par electrophofese sui: gel, en milieu denaturant, 
ou non, homogfene ou en gradient continu ou discontinu (compos6 par exemple 
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d'uree, de formamide etc oxx en gradient de temperature, notamment selon 
les techniques decrites dans Current Communication in Molecular Biology, 
Polymerase Chain Reaction, edite par H. A. Erlich, R. Gibbs et H. H. 
Kazazian, Cold Spring Harbor Laboratory Press, 1989. 

La detection pent 6galement etre realisee k I'aide d'amorces prises dans les 
regions polymorphes mises en evidence par les enzymes de restriction 
susmentionnees. 

Avantageusement la detection des souches d'especes, des sous-especes ou 
des pathovars des bacteries pectinolytiques du genre Erwinia est r^alis6e selon la 
technique LCR telle que decrite ci-dessus, ou une technique derivee de (ou 
apparentee a) cette demiere, notamment de la maniere suivante: 

- mise en presence des genes ou fragments de genes codant des PL, dont 
le nombre de copies a 6te le cas echeant amplifie, lors de la mise en oeuvre 
d'une m6thode de diagnostic de Tinvention telle que decrite ci-dessus, avec un 
(ou plusieurs) couple(s) de sequences oligonucleotidiques, chacune de ces 
sequences ^tant constituee d'environ 10 a environ 30 nucleotides et etant 
susceptible de s'hybrider de part et d'autre d'un (ou plusieurs) nucleotide(s) de 
ces g^nes ou fragments de genes, ce (ou ces) demier(s) nucleotide(s) 6tant 
caracteristique(s) de la souche de I'espece, sous-espece ou pathovar d'Erwinia 
en question, et en particulier de part et d* autre des sequences caracteristiques 
des sites de restriction des enzymes utilisees pour la determination de cette 
souche (espece, sous-esp^ce ou pathovar), dans des conditions permettant 
Thybridation de ces genes ou fragments de genes avec ce (ou ces) couple(s) de 
sequences, notamment dans les conditions d'hybridation d^finies ci-dessus, 

- addition d'une ligase, par exemple thermoresistante, de sorte que ce (ou 
ces) couple(s) de sequences puisse(nt) donner naissance a une ou des sequences 
uniques constituees de chacune des deux sequences de ces couples et du (ou des) 
nucleotide(s) complementaire(s) de celui (ou ceux) susmentionn6(s) 
caracteristique(s) de la souche d'Erwinia en question, sous Taction de cette 
ligase, lorsque les deux sequences du (ou des) couple(s) sont hybridees aux 
genes ou fragments de genes susmentionnes, 

- amplification par ligation, avec les etapes necessaires de denaturation, 
d'hybridation et d*aboutage, du nombre de copies de ces sequences uniques, 
notamment suivant les techniques decrites ci-dessus, 

- detection de ces sequences uniques, cette detection etant 
avantageiisement realis6e par electrophorese, ou de preference k I'aide de sondes 
specifiques marquees ou non (hybridation simple) ou susceptibles d'etre 
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reconnues par des reactifs marques (hybridation double par exemple) de la 
manidre d^crite ci-dessus. 

Par nucleotides caracteristiques d*une espece ou sous-espece d'Erwinia, on 
entend tout nucleotide qui, dans une position d6termin6e d*\m gene codant une 
pectate-lyase de cette espece, sous-espece ou pathovar d'Erwinia, est different 
des nucleotides situ6s a la meme position dans ce meme g^ne chez les autres 
especes, sous-especes ou pathovars d'Erwinia, Ces nucleotides presentent 
egalement la propriety de modifier la capacite d'une en2yme de restriction a 
couper le fragment cible ou anq)lifie de I'echantillon etudie. 

L*invention conceme plus particulierement les couples de sequences 
nucleotidiques tels que decrits ci-dessus poxu: la mise en oeuvre de la methode 
susmentionn^e de detection des especes, sous-especes ou pathovars de bacteries 
du genre Erwinia, ces sequences etant avantageus^ent choisies parmi celles 
bordant les sites SauSAl et HaeU des genes codant des PL chez ces especes, 
sous-esp^s ou pathovars d' Erwinia. 

L'invention a egalement pour objet des kits pour la mise en oeuvre des 
metiiodes de diagnostic susmentionnges de patiioiogies caus6es sp6cifiquement 
par une espece, sous-espece ou pathovar determines d'Erwinia, ces kits 
conq)renant, outre tout ou partie des kits decrits ci-dessus: 

- une (ou plusieurs) soiKle(s) oligonucleotidique(s), marquee(s) ou non, 
fixee(s) ou non sur un support solide, splcifique(s) d'une region nucl^otidique 
caracteristique d*une espece, sous-espece ou pathovar determine de bacteries du 
genre Erwinia, 

- le cas echeant, une ou plusieurs enzymes de restriction, et 
avantageusement des fragments de restriction de reference tels que decrits ci- 
dessus, 

- et/ou une ligase et un (ou plusieurs) couple(s) de sequences 
oligonucleotidiques, tel(s) que decrit(s) ciKlessus, susceptibles de s'hybrider de 
part et d'autre d'un (ou plusieurs) nucleotide(s) situe(s) dans des genes ou 
fragment de genes codant des pectate-lyases, et etant caracteristique(s) d'une 
espece, sous-espece ou pathovar d'Erwinia, 

L* invention conceme egalement Tutilisation des sequences nucleotidiques 
definies ci-dessus pour la mise en oeuvre d*xm precede de detection, le cas 
echeant dans un but de diagnostic, chez un bote ou dans im milieu tels que 
definis ci-dessus, de tout micro-organisme ou toute cellule, d*eucaryotes par 
exemple, dans les genomes desquels les sequences nucleotidiques decrites ci- 
dessus, ont ete introduites de fagon transitoire ou definitive. A nouveau, un tel 
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precede est avantageusement realise suivant Tun des precedes d* identification et 
de detection decrits ci-dessus. 

A ce titre, Tinvention a egalement pour objet I'utilisation des sequences 
nucleotidiques definies ci-dessus correspondant a tout ou partie des genes codant 
5 des PL chez les erwinias pectinolytiques, en tant que marqueurs de cellules, 

d'eucaryotes par exemple, ou de micro-organismes genetiquement modifies par 
introduction dans leur genome de ces sequences nucleotidiques, ou d'hotes 
cellulaires infectes (ou transformes) par de tels micro-organismes, notamment 
pour le suivi de revolution de ces cellules, micro-organismes et h6tes cellulaires 
10 dans un environnement determine. 

L' invention conceme Egalement tout procede d'obtention des sequences 
nucleotidiques susmentionnees. 

Concemant la preparation des sequences nucleotidiques de 1' invention, 
celle-ci pent etre efGectuee soit par un procede chimique, soit par d'autres 
15 precedes, comme T amplification par LCR ou PGR ou autre m6thode 

d*amplification g6nique. 

Un mode de preparation appropri6 des sequences nucleotidiques 
(comportant au maximum environ 200 nucleotides, ou paires de bases (pb) 
lorsqu*il s*agit de sequences nucleotidiques bicat6naires) de Tinvention par voie 
20 chimique conq)rend les etapes suivantes: 

- la synthese d'ADN en utilisant par exenq)le la methode automatisee p- 
cyanettiyl phosphoramidite decrite dans Bioorganic Chemistry 4; 274-325, 1986, 

- le clonage des ADN ainsi obtenus dans un vecteur, notamment 
plasmidique, approprie et la recuperation des ADN par hybridation avec une 

25 sonde appropriee, ou par electrophorese, generalement apres restriction, suivie 

d'lme eiution des fragments. 

Un mode de preparation, par voie chimique, de sequences nucleotidiques 
de longuexu- superieure a environ 200 nucleotides - ou pb (lorsqu'il s'agit de 
sequences nucleotidiques bicatenaires) con^rend les etapes suivantes: 

30 - Tassemblage, par exemple par aboutage (ou ligation, par action d*une 

ligase), d* oligonucleotides synthetises chimiquement, pourvus a leurs extremites 
de sites de restriction ad^quats, selon le principe decrit dans Proc. Nat. Acad. 
Sci. USA, 80; 7461-7465, 1983, 

- le clonage des ADN ainsi obtenus dans im vecteur, notanmient 
35 plasmidique, approprie et la recuperation des ADN par hybridation avec une 

sonde £5>propriee, ou par 61ectrophor6se, generalement aprds restriction, suivie 
d'une eiution des firagments. 
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La preparation des sequences nucleotidiques de 1* invention pent egalement 
etre realisee par voie biologique, notamment apres transformation et clonage 
d'h6tes cellulaires susceptibles de contenir ces sequences nucleotidiques, et de 
permettre la multiplication de ces demieres* 

Un autre precede d'obtention consiste en 1' amplification du nombre de 
copies d*une sequence nucleotidique determinee a I'aide d*amorces appropriees 
telles que dtoites ci-dessus, notamment selon la technique PGR r6alis6e k partir 
de genes ou firagments de genes codant des PL chez les erwinias pectinolytiques. 

L* invention sera davantage detaillee dans les exemples qui suivent de mise 
en oeuvre de methodes de detection par PGR de bacteries pectinolytiques du 
genre Erwinia. 

A) Materiel et methodes 

Souches bacteriennes ! des souches de sous especes d'Erwinia carotovora, 
et de Tespece Erwinia chrysanthemi, ainsi que d'autres micro-organismes ont 
ele utilises (von: Tableaux 1 et 2). 

Isolement d' ADN Chromosomique: 

Les bacteries sont cultivees k 30°C dans un milieu de Luria (milieu L) 
(Miller, 1972) pendant une nuit. Deux millilitres de cultures sont centrifuges 
pour Textraction de TADN par la mefliode de Klotz et Zimm (1972) modifiee : 
les reactifs sont reduits d*un facteur 10. 

Analyse de sequences : des resultats publics ont ete utilises: pelY (Manulis 
et al, 1988), pelB (Lei et al., 1987), pelA (Lei et al„ 1988), pell (Ito et aL, 
1988), pell53 (Trollinger et aL, 1989), pelA, pelC, pelE et pelD (Tamaki et aL, 
1988), pelA, pelD et pelE (Van Gijsegem, 1989), pelB (Schoedel et CoUmer 
1986), pelA (Favey et aL , 1992) et pelB (Hmton et aL, 1989). 

Les sequences nucleotidiques des genes pel ont ete etudiees dans le cadre 
de lecture ouverte (ORF), align^es par paires, en utilisant un ensemble de 
programmes d'analyse de sequences (GCG: Genetic Computer Group, 
University du Wisconsin). Les regions conserv^es dans differentes souches de 
sous especes d'Eminia carotovora (Ec), et de Tespece Erwinia chrysanthemi, et 
celles differentes des autres espdces ont et6 plus particuli&rement 6tudi6es. 

Les amorces ont et6 choisies a Taide des criteres suivants: 

- ces amorces doivent £tre sufGsemment 61oign6es pour permettre 
Tan^lification de fragments porteurs de polymorphisme, 

- ces amorces ne doivent cependant pas etre trop eloign^s de manidre a 
assurer mie anq>lification rapide des fragments en question, 
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- les 3 (et si possible 5) demiers nucleotides de rextremite 3' des amorces 
doivent etre invariants et done strictement complementaires Ide la partie 
correspondante des fragments k amplifier. 

Les amorces trouvees dans le cadre de la presente invention sont distantes 
d*environ 400 k 500 nucleotides des fragments k amplifier. 

Parmi les amorces trouvees, les amorces A, B, C et D susmentionnees 
representent des amorces particulierement avantageuses. 

Dans le cas d*£c, deux oligonxicl^otides (24 meres) distants d'environ 400 
pb sont choisis comme amorces de PGR: 

5*-TTACCGGACGCCGAGCTGTGGCGT-3' (amorce A) et 

5'-CAGGAAGATGTCGTTATCGCGAGT-3* (amorce B). 

Dans le cas d*Echy deux series d'oligonucleotides (rune de 23 meres, 
Tautre de 30 meres) distants d^environ 400 pb sont choisis comme amorces de 
PGR: 

5'-GATCAGAAAGGGGGGAGGCAGAT-3' (amorce C), 
5'<:TGTGGCCGATCAGGATGGTTTTGTCGTGC-3' (amorce D) 

Une specificite theorique de ces amorces est verifiee vis-a-vis des banques 
de donnees conq)l^tes de Genbank et EMBL, pour une homologie (complete ou 
partielle) permettant jusqu'a 5 nucleotides differents (mismatch). 

Amplification d'ADN : le protocole de PGR utilise est deriv6 de celui 
recommande par Perkin-Elmer Cetus Corporation. La reaction a lieu dans un 
volume de 50 fil avec 50 fd d'huile min^rale (Sigma). 

Pour ce qui conceme £c, le melange est sounds a 25 cycles des 
incubations suivantes : 1 mn a 94**C, 1 mn i 65°G, 1 nm 30s a 72*'C 
(Pharmacia LKB Gene ATAQ Controller DFAT 70-01-101). 

Pour Ech ces 25 cycles sont effectues de la maniere suivante: 1 mn i 
94°C, 2 mn a 72°C. L'analyse initiale des produits de PGR est fiiite par 
electrophorese sur des minigels d' agarose a 1% (p/v). 

Analyse des fragments de restriction : 

Les produits de PGR sont precipites a Tethanol et resuspendus dans 20/xl 
de tan5)on TE (Tris EDTA) (Maniatis, 1982). Les enzymes de restriction 
utilises dans le cas d'Ec sont Alul, HaelL, SauAl, HpdH, Taql, Haem et Hhal 
de Boehringer. La restriction a lieu dans un volume de 15 fih avec 5 ^1 d'ADN 
pendant I ou 2 heures, a 37 °G, Dans le cas &Ech ces enzymes sont: &w3Al, 
AM et HpalL. La totalite du volume est soumise a une electrophorese sur gel 
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d'acrylamide a 6% (solution mere: 28% d^acrylamide, Appligene, 2% bis, 
Biorad), dans un tan^on TBE (Tris Borate EDTA) (Maniatis. 1982) a 250 volts 
pendant 1 heure. Le gel est colore par du bromure d'ethidium (2 mg/1), puis 
rince. Un fig de marqueur V (Boehringer) et une echelle d'ADN de Ikb (BRL) 
sont utilises comme marqueurs de taille. 

B)B£SUltats: 

Essai de PCR : 

Les amoices A et B ont ete experimentees dans un premier temps pour 6 
souches bacteriennes pour leur specificite avec des conditions de temperature 
variables. 

Les meilleures conditions d* amplification determinees (avec un appareil 
Pharmacia) sont: 94°C 1 min, 65^0 1 min, 72°C 1 min 30s, 25 cycles. Une 
collection de microorganismes est examinee pour la specificity de ce protocole 
PCR (Voir tableau 1). Parmi cette collection, toutes les souches d'Eca, Ecc, Eco 
et few, pr^sentent un fragment amplifi6 de 434 pb. Aucune des souches Ecb 
(Erwinia carotovora subsp. betavascularum), Ech ou autres especes d'Erwinia 
telles que herbicola ou rhapontici ne sont dStect^es. Les autres microorganismes 
experiment's ne pr'sentent pas de signal positif. Ces amorces, dans ces 
conditions de PCR, permettent la detection specifique de quatre des actuelles 
sous-especes d^Erwinia carotovora pectinolytiques, notamment sur la pomme de 
terre. 

Les meilleures conditions d*amplification determinees (avec un appareil 
Pharmacia) pour les amorces C et D sont les suivantes: 94**C 1 min et 72°C 
2 min. 

A Taide des amorces C et D, les souches Ech sont detectees 
sp£cifiquement et ainsi des erwinias patfaogenes sur les pommes de terre ont pu 
etre detectees avec une discrimination possible entre les especes chrysanthemi et 
carotovora. En raison des differences physiologiques, geographiques et du 
pouvoir pathogene des deux especes, ces tests PCR peuvent jouer un role 
in5)ortant, notamment pour la certification des semences et boutures. 

Ceci etant, Tessai effectue sur Erwinia carotovora ne permet pas de 
differencier les souches les plus pathogenes sur pomme de terre dans les cha^^)s 
(principalement Eca) des autres souches responsables, entre autres, des maladies 
de stockage (Ecc). Pour cette raison, une 6tude RFLP sur la region an5)lifi6e est 
entreprise pour rechercher un polymorphisme eventuellement correle au pouvoir 
pathogene, la taxonomie, la region g^ographique d'isolement. 
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Analyse RFLP : 

Les fragments amplifies de 434 pb de la collection des souches Ec sont 
restreints avec plusieurs enzymes: Taq\ et Jfaelll ne donnent pas de 
polymorphisme lorsqu'ils sont testes sur une collection de souches varices. 
Hhal donne plus de 15 profits sur une gamme de 30 souches representatives des 
souches d'Ec. Alul^ HaeTR, SauSAl et HpaU donnent 3 a 5 profils differents 
(figure 3) pour la totalite de la collection (environ 100 souches). Les resultats 
globaux sont representes au tableau L L' enzyme Sau3 Al permet T identification 
des souches Eca isolees a partir de pomme de terre (profil IV de la figure 3), 
agents responsables chez cette demiere de la jambe noire typique. Deux souches 
d'Eca Isoldes de tomate ont le profil IV egalement, mais ces souches sont 
egalement responsables de symptdmes de jambe noire sur tomate et pomme de 
terre lorsqu'elles sont inoculees (Samson et a/., 1989). n pourrait s'agir de 
souches d'Eca specifiques des pommes de terre et trouvees incidemment sur des 
tomates ou, pent etre, n*existe-t-il de reelle difference dans le pouvoir pathog^ne 
d'Eca pour ces deux especes vegetales proches taxonomiquement. 

Une exception est constituee par la souche 89.19 isolee de la pomme de 
terre en Argentine qui ne presente pas le profil IV. Cette souche appartient au 
profil n comme les souches Eca, IH et 40H, atypiques isolees de I'eau en 
Espagne. Ces souches presentent en conamun d*autres caracteristiques comme la 
faculte de croitre a 37*'C (les souches d'Eca typiques ne le font pas) et ne 
donnent pas les symptomes typiques de la jambe noire lorsqu'elles sont 
inoculees a des plants de pomme de terre. Ces souches ne semblent done pas 
appartenir a la sous-espece atroseptica, 

Dans cet essai PCR» la restriction par Sau^Al donne des resultats 
homogenes pour T identification de Tagent typique de la jambe noire. D*un point 
de vue diagnostic, la seule utilisation du test PCR pourrait donner une bonne 
estimation des risques encourus au champ et en stockage. Les informations 
obtenues par Tutilisation de 5flM3Al, et done du polymorphisme indique par 
cette enzyme, permettent d' identifier specifiquement les agents typiques de la 
jambe noire. 

Les profils obtenus k Taide des enzymes &zu3Al, HpaU et Alul a parfir de 
genes codant des PL chez Ech, permettent de distinguer des souches d'Ech en 
fonction de leurs botes d*origine, et plus particulierement les pathovars, par 
exemple zeae et dianthicola. . 

Pour Echi on notera 6galement qu*il y a une relation entre le type de profil 
obtenu et la plante d'origine, et plus particulierement le pathovar. Par exemple 
avec r enzyme SauSAl permet d' identifier les souches specifiques de Toeillet, 
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du mai's, du Saintpaulia, du Dieffenbachia, du Philodendron; 1' enzyme Alul 
permet d* identifier les souches du mais. 

Comme nous Tavons vu precedemment, les amorces A at B d'xme part, et 
C et D d'autre part, sont respectivement sp6cifiques des Ec et des Ech, II 
convient de noter que ces amorces ne permettent en aucun cas 1' amplification 
d'Erwinia herbicola, Erwinia rhapomici, Francfda, Pseudomonas sp., 
Xanthomonas ccanpestris^ Agrobacterium tumefaciens, Clavibacter sp. 
(anciennement nommee Corynebacterium), des organismes fixateurs d' azote 
atmospherique, des champignons et levures saprophytes de pomme de terre, et 
de Yersinia sp., certains de ces organismes produisant des pectate-lyases. 

Tableau 1. Origines et sites de restriction des souches d*Ec utilisees dans 
retude PCR-RFLP. 

(*: souches initialement determinees par des criteres phenotypiques 
comme appartenant a la sous*espece atroseptica, classees actuellement parmi la 
sous-espece carotovora) 

Souches hote pays/annee Sites de Restriction 

SauSAl Haen Hpall Alul 









123456 


123 


123 


12 


atroseptica 














88.33 


pomme 
de terre 


France, 1988 


100011 


100 


100 


00 


88.45 


tt 


France, 1988 


100011 


100 


100 


00 


88.22a 


n 


France, 1988 


100011 


100 


100 


00 


88.24 


n 


France, 1988 


100011 


100 


100 


00 


88.30a 


If 


France, 1988 


100011 


100 


100 


00 


87.7 


n 


France, 1987 


100011 


110 


101 


10 


,87.13 


ti 


France, 1987 


100011 


100 


100 


00 


87.16a 


n 


France, 1987 


100011 


100 


100 


00 


87.16b 


n 


France, 1987 


100011 


100 


100 


00 


86.14.11 


n 


France, 1986 


100011 


100 


100 


00 


86.20 


n 


France, 1986 


100011 


100 


100 


00 


511 


n 


France, 1964 


100011 


100 


100 


00 


SFM 


■1 


Allemagne 


100011 


100 


100 


00 


161 


n 


Pays Bas 


100011 


100 


100 


00 


Cipll4 


n 


Perou 


100011 


100 


100 


00 


Cipl25 


11 


Perou 


100011 


100 


100 


00 


Cipl31 


ti 


Perou 


100011 


100 


100 


00 


Cip026 


fi 


Perou 


100011 


110 


101 


10 
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SH164.4 


tf 


Reunion, 1988 


100011 


100 


100 


00 




CH3 


tf 


Suisse, 1985 


100011 


110 


101 


10 




CHS 


II 


Suisse, 1985 


100011 


100 


100 


00 




CH6 


ti 


Suisse, 1985 


100011 


100 


100 


00 


5 


SF18.296 


II 


Suisse, 1958 


100011 


100 


100 


00 




1329 


II 


GB 


100011 


100 


100 


00 




1330 


■1 


GB 


100011 


110 


101 


10 




SCRI1043 


II 


GB 


100011 


100 


100 


00 




1526 


II 


GB, 1957 


100011 


100 


100 


00 


10 


1527 


II 


USA, 1973 


100011 


100 


100 


00 




1525 


II 


USA, 1969 


100011 


100 


100 


00 




1453 


tomate 


France, 1973 


100011 


110 


101 


10 




1546 


II 


France, 1973 


100011 


110 


101 


10 




89.19* 


ponune 


Argentine, 1989 


111100 


110 


100 


00 


15 




de terre 














IH* 


eau 


Espagne, 1989 


111100 


110 


100 


00 




40H* 


n 


Espagne, 1989 


111100 


110 


100 


00 




betavascularum 
















2121 


betterave 


USA. 1972 


9 








20 


2122 
1520 

carotovora 


toumesol 


USA, 1972 
Mexique 


? 
? 










SH230.134 


banane 


Cuba 


101000 


101 


100 


00 




CMl 


chou 


Malawi, 1986 


111100 


100 


100 


10 


25 


798 


carotte 


USA 


111000 


000 


100 


10 




CH15 


celeri 


Suisse, 1988 


111000 


000 


100 


10 




1489 


chrysantheme France, 1971 


1.11000 


010 


no 


10 




1458 


II 


USA 


111100 


110 


110 


10 




Sh230.115 


mais 


Cuba 


101000 


101 


100 


00 


30 


1350 


concombre 


Italie 


111100 


no 


100 


00 




1285 


cyclamen 


Grece 


111000 


000 


100 


00 




SE99.1 


endive 


France, 1985 


111100 


no 


100 


00 




1488 


iris 


France, 1973 


111000 


000 


100 


10 




SB89.7 


poireau 


France, 1982 


111000 


000 


100 


10 


35 


2046 


ponune 


Danemark, 1952 111000 


010 


100 


10 






de terre 














88.22c 


II 


France, 1988 


111000 


000 


100 


10 




88.29al 


n 


France, 1988 


111000 


000 


100 


00 
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88.44 
87.25 
86.14.51 
S99 

5 SlOl 
76.26 
PM2 
194 

Cip360 

10 Cip361 
Cip009 
CH24 
CH26 
SCRI193 

15 1336 
Si82.1 



SG162.6 tournesol 
1403 

. 797 tabac 
20 SG39.1 ? 

SG39.3 ? 
odorifera 

1893 celeri 
CHll 

25 2155 endive 

2154 
1892 
1959 
1878 

30 1879 
1880 

1646.2 poireau 
1654 

CH4 laitue 



France, 1988 


111000 


010. 


110 


10 


France, 1987 


111100 


110 


100 


10 


France, 1986 


111000 


000 


100 


10 


France, 1977 


111000 


100 


100 


01 


France, 1977 


111000 


010 


110 


10 


France, 1976 


111000 


000 


100 


10 


Malawi. 1986 


111100 


000 


100 


11 


Maroc, 1963 


101000 


000 


100 


10 


Perou 


111100 


010 


100 


00 


P6rou 


111100 


010 


100 


00 


Perou 


111000 


no 


100 


00 


Suisse 


111000 


000 


110 


10 


Suisse, 1985 


111000 


010 


110 


10 


GB 


111000 


000 


110 


10 


GB 


101000 


000 


100 


10 


Vietnam, 1989 


llllOO 


110 


100 


00 


France, 1987 


111100 


110 


100 


00 


Yougdslavie,i969 111000 


010 


110 


00 


USA, 1951 


111100 


010 


100 


00 


Reunion, 1987 


101000 


010 


100 


10 


Reunion, 1987 


111100 


110 


100 


00 


France, 1976 


111000 


110 


110 


10 


Suisse, 1985 


111000 


110 


110 


00 


France, 1983 


111000 


110 


100 


00 


France, 1982 


111000 


010 


110 


10 


France, 1981 


111000 


000 


100 


00 


France, 1980 


111000 


010 


110 


10 


France, 1979 


111000 


010 


110 


10 


France, 1979 


111000 


110 


100 


00 


France, 1979 


111000 


110 


110 


10 


France, 1980 


111000 


110 


110 


10 


France, 1980 


111000 


110 


110 


10 


Suisse, 1986 


111000 


010 


110 


10 
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Tableau 2: origines des souches d'Ech utilisees dans I'etude PCR-RFLP 

Souches Origine Plante bote 

geographique 



5 


1200 


Angleterre 


OeiUet 




PD846 


n 


It 




PD863 


H 


11 




1151 


ItaUe 


II 




1985 


France 


It 


10 


795 


n 


11 




2021 


ft 


II 




En 34 


ti 


It 




1240 


Danemark 


It 




1243 


It 


It 


15 


30119 


Italic 


It 




30121 


n 


It 




30122 


n 


II 




30110 


ft 


II 




1441 


U.S.A 


It 


20 


1275 


Angleterre 


» 




1805 


Danemark 


Kalenchoe 




2598 


Suisse 


u 




3716 


France 


n 




30728 


It 


11 


25 


30732 


tf 


It 




30739 


ti 


11 




30736 


It 


n 




2982 


If 


n 




3367 


M 


Dahlia 


30 


2013 


It 


n 




722 


It 


Tomate 




SA86-10 


It 


n 




ETl 


Martinique 


It 




ET2 


n 


II 


35 


ETll 


n 


ft 




SH230-143 


Cuba 


It 




.ET5 


n 


It 




ET3 


n 


ft 
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10 



15 



20 



25 



30 



35 



G3 

1888 

2288 

2015 

2593 

Cip 367 

Cip 366 

2594 

2267 

2711 

SF 18-538 

SA77-2 

30608 

2014 

3642 

3665 

1237 

1870 

2051 

1152 

1345 

EDI 

B374 

1269 

30913 

3937 

30909 

30932 

30904 

SH230-C126 
1891 

SH230<:94 

2048 

1242 

1346 

1270 • 

1236 

SF471 



Guadeloupe 
France 



Perou 



Pomme de terre. 



Australie 

n 

Suisse 
France 



Ailemagne 
C, dlvoire 

U.S.A 

Italie 

n 

Martinique 
Comores 

France 



Cuba 
Pays Bas 
Cuba 
U.S.A 

n 

Italic 
Danemark 

U.S.A 
Pays Bas 



Endive 



Dieffenbachia 



Pelargonium 

If 

Saintpaulia 



Tabac 

ft 

n 

Chrysaniheme 

II 

It 

Parthenium 

It 

Philodendron 
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30 



3805 


France 


H 


1248 


U.S.A 


n 


1245 


ti 


n 


EP2 


Martinique 


It 


SF487 


Pays Bas 


II 


1268 


U.S.A 


Mais 


1522 


Colombie 


n 


1596 


France 


n 


1499 


It 


II 


1534 


Zimbabwe 


It 


1271 


Egypte 




1528 


U.S.A 




1529 


« 




2052 


n 




2595 


Kenya 




1889 


Maiaisie 


Ananas 


1272 


M 


II 


1278 


tt 


n 


1884 


Guyane F 


Brachiaria 


1449 


U.S.A 


Aglaonema 


2040 


Australie 


Paniciun 


1443 


Pays Bas 


Syngonium 


SF190-1 


France 


Toumesol 


SF142-1 


La Reunion 


Artichaut 
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REVENDICATIONS 



1. Procede d* identification et de detection de bacteries pectinolytiques du 
genre Erwinia d'une espece determinee, et plus particulierement de Tespece 
Erwinia chrysanthemi et de Tespece Erwinia carotovora, dans le sol ou i*eau, 
ou Chez un hote susceptible d'etre porteur de telles bacteries, notamment chez 
les plantes et les semences, ce procede consistant a rechercher les fragments 
d'ADN ou d*ARN, sp6cifiques de Tespece, la sous-esptee ou du pathovar 
concemes, codant une pectate-lyase (PL), en mettant en jeu une hybridation 
moleculaire avec au moins une sonde sp6cifique, cette hybridation 6tant 
precedee par une amplification du nombre de copies des fragments d'ADN 
susmentionnes a I'aide d' amorces sp^cifiqiies. 

2. Sequence nucleotidique caracterisee en ce qu'elle comprend tout ou 
partie de la sequence nucleotidique A suivante: 

5'-TTACCGGACGCCGAGCTGTGGCGT-3* 
ou sa sequence complementaire, ou une sequence deriv6e de la sequence 
A, notanment par suppression et/ou substitution et/ou addition de nucleotides, 
et susceptible de s'hybrider avec le fragment delimite par les positions 1231 et 
1254 de la sequence representee sur la figure 1, ou la sequence complementaire 
de cette sequence derivee. 

3. Sequence nucleotidique caracterisee en ce qu'elle con^rend tout ou 
partie de la sequence nucleotidique B choisie parmi tout ou partie: 

* des enchainements de nucleotides suivants: 

5 ' - C AGGAAGATGTCGTTATCGCGAGT - 3 ' 

C 

T 

OU leurs sequences conq)lementaires, 

* ou d*une sequence derivee de la sequence B, notamment par suppression 
et/ou substitution et/ou addition de nucleotides, et susceptible de s'hybrider avec 
la sequence complementaire du fragment delimite par les positions' 1642 et 1665 
de la sequence representee sur la figure 1, ou la sequence con^iementaife de 
cette sequence derivee. 
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4. Sequence mcleotidique caracterisee en ce qu'elle comprend tout ou 
partie de la sequence nucldotidique C choisie parmi tout ou partie: 

* des enchainements de nucleotides suivants: 

5 • -GATCAGAAAGCCCGCAGCCAGAT-3 » 

A T 

G. .T 

(les points representant des nucleotides identiques a ceux de la premiere 
ligne) ou leurs sequences complementaires, 

* ou d'une sequence deriv6e de la sequence C, notamment par 
suppression et/ou substitution et/ou addition de nucleotides, et susceptible de 
s'hybrider avec le fragment delimite par les positions 295 et 319 de la sequence 
r^resentee sur la figure 2, ou la sequence compl^mentaire de cette sequence 
deriv6e. 

5. Sequence nucleotidique caracterisee en ce qu'elle comprend tout ou 
partie de la sequence nucleotidique D choisie parmi tout ou partie: 

* des enchainements de nucleotides suivants: 

5 ' -CTGTGGCCGATCAGGATGGTTTTGTCGTGC-3 ' 

. .A A. . . 

T C 

. . , • .A, .A C 

A 

ou leurs sequences complementaires, 

* ou d'une sequence derivee de la sequence D, notamment par 
suppression et/ou substitution et/ou addition de nucleotides, et susceptible de 
s'hybridef avec la sequence complementaire du fragment delimite par les 
positions 672 et 701 de la sequence representee sur la figure 2, ou la sequence 
complementaire de cette sequence derivee. 

6. Couples d' amorces pour ran:q)lification genique, caracterises en ce que 
l*une des amorces de ces couples est choisie parmi les sequences comprenant 
tout ou partie de la sequence nucleotidique A, ou une sequence derivee, selon la 
reveridication 2, tandis que Tautre amorce est choisie parmi les sequences 
comprenant tout ou partie de la sequence nucleotidique B, ou une sequence 
derivee, selon la revendication 3. 
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7. Couples d'amorces pour ramplification genique, caracterises en ce que 
Tune des amorces de ces couples est choisie parmi les sequences comprenant 
tout ou partie de la sequence micleotidique C, ou une sequence derivee, selon la 
revendication 4 tandis que Tautre amorce est choisie parmi les sequences 
comprenant tout ou partie de la sequence nucleotidique D, ou une sequence 
d6riv6e, selon la revendication 5. 

8. Sonde nucleotidique caracteris^e en ce qu*elle comprend au moins 10 
nucleotides de la sequence delimitee par les nucleotides situes aux positions 
1231 et 166S de la sequence representee sur la figure 1, ou au moins 10 
nucleotides ayant au minimum 40% d'homologie avec la sequence 
susmentionnee. 

9. Sonde nucleotidique caracterisee en ce qu*elle comprend au moins 10 
nucleotides de la sequence delimitee par les nucleotides situes aux positions 295 
et 701 de la sequence representee sur la figure 2, ou au moins 10 nucleotides 
ayant au minimum 40% d'homologie avec la sequence susmentionnee. 

10. sequences nucleotidiques selon I'une des revendications 2 a 9, 
caracterisees en ce qu*elles sont marquees, notamment de maniere radioactive, 
enzymatique, par un compose fluorescent, par liaison a xme molecule 
antigenique (susceptible d'etre reconnue par des anticorps) ou a toute autre 
molecule susceptible d'etre directement ou indirectement detectee a Taide de 
reactifs, cette liaison pouvant etre effectuee par Tintermediaire d'un bras 
espaceur, notamment par rintermediaire d'une sequence nucleotidique 
constituee d'environ 5 a 100 nucleotides situee aux extremites 3* ou 5' de ces 
sequences. 

11. Procede d'identification et de detection selon la revendication 1, 
d^Erwinia carotovora dans le sol ou Teau, ou chez un bote, notamment chez les 
plantes et les semences, ce procede con:q)renant les etapes suivantes: 

- le traitement d'un echantillon preleve dans I'eau, le sol ou chez cet bote, 
de maniere a rendre le genome 6*Envinia carotovora accessible aux amorces 
definies dans la revendication 6, et le cas echeant a toute ADN ou ARN 
polymerase permettant de repliquer les deux brins de I'ADN genomique ou 
TARN en derivant, ce traitement etant notamment effectue par ebullition, 
maceration (dans im liquide tel que I'eau), broyage, ou sonication, 
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- Tan^lification du nombre de copies de fragments de genes codant des 
PL, susceptibles d'etre presents dans cet echantillon, k Taide de couples 
d* amorces tels que definis ci-dessus, 

- la detection de la presence 6ventuelle de gfenes codant des PL, et done de 
la presence d'Erwinia carotovora dans Techantillon etudie, a Taide d'une sonde 
selon la revendication 8, le cas echdant marquee, notamment de la nmniere 
indiquee dans la revendication 10. 

12. Procede d' identification et de detection selon la revendication 1, 
d'Erwinia chrysanthemi dans le sol ou Teau, ou chez un bote, notamment chez 
les plantes et les semences, ce procede comprenant les etapes suivantes: 

- le traitement d*un echantillon preleve dans I'eau, le sol ou sur un bote, 
de manidre k rendre le genome des Erwinia chrysanthemi accessible aux 
amorces definies dans la revendication 7, et le cas echeant a toute ADN ou ARN 
polymerase permettant de rdpliquer les deux brins de FADN genomique ou 
TARN en derivant, ce traitement etant notamment effectu6 par ebullition, 
maceration (dans un liquide tel que I'eau), broyage, ou sonication, 

- I'amplification du nombre de copies de fragments de genes codant des 
PL, susceptibles d'etre presents dans cet Echantillon, a Taide de couples 
d' amorces tels que ddfinis ci-dessus, 

- la detection de la presence 6ventuelle de genes codant des PL, et done de 
la presence d^Erwinia chrysanthemi dans Techantillon etudie a Taide d'une 
sonde selon la revendication 9, le cas echeant marquee, notamment de la 
maniere indiquee dans la revendication 10. 

13. Proc6de selon la revendication 11 ou 12, caracterise en ce que 
r amplification du nombre de genes codant des pectate-lyases comprend les 
Etapes suivantes: 

- la predenaturation de TADN double brin en ADN mono-brin, de 
prEfErence dans un tampon constitue de Tris-HCl 10 mM pH 8,3, 50 mM KCl, 
1,5 mM MgCl2, 0,01% de gelatine, de co-facteurs de I'ADN 
(ou ARN)-polymerase, notamment d'ions Mg2+ et K"^, des 
4 desoxynucleotides constitutifs des ADN (dCTP. dATP, dGTP, dTTP), ou des 
ARN (dCTP, dUTP, dGTP, dTTP), et des couples d' amorces tels que definis 
dans la revendication 6 ou 7, par chaufEage entre environ SO^'C et environ 
llO^'C, avantageusement k 100°C, 

- Tamplification proprement dite par addition au milieu obtenu a Tetape 
pr6c6dente d'ADN polymerase thermoresistante par exen^le, et 
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* chauffage a environ 94**C, ce qui correspond a Tetape de denaturation 
proprement dite, 

* puis chauffage entre environ 60°C et environ 76^*0, ce qui correspond 
a I'etape d'hybridation des couples d*amorces avec les genes codant des PL, ou 
des fragments de ces genes, susceptibles d'etre presents dans Techantillon 
bioiogique etudie, 

* et enfm chauffage entre environ SO^^C et environ 76°C, ce qui 
correspond a Tetape d'elongation des amorces, hybridees a T^tape precedente, 
Tune vers Tautre, produisant ainsi des sequences nucleotidiques 
conq)lementaires de tout ou partie des sequences genomiques des erwinias 
pectinolytiques, ces demieres sequences 6tant d61imit6es par les nucleotides 
s'hybridant avec les amorces sus-mentionnees, 

- la repetition de Tetape d'amplification precedente entre environ 20 et 
environ 50 fois, avantageusement entre 25 et 35 fois. 

- le cas echeant, la recuperation d*ime partie aliquote du milieu obtenu k la 
fin de Tetape d'amplification precedente, afin de realiser une nouvelle 
amplification selon la methode decrite ci-dessus. 

14. Application du procede selon Tune des revendications 11 a 13, a la 
mise en oeuvre d'une methode de diagnostic de Teventuelle apparition de 
pathologies causees par les bacteries de Tespece Eminia carotovora et plus 
particuli^rement par Tune des sous-especes Ecc, Eca, Eco et Ecw, par les 
bacteries de Tespece Erwinia chrysanthemi, ou de toute espece, sous-espece ou 
pathovar, actuels ou derives ulterieurement par modification de la taxonomie 
actuelle. 

15. Kit pour la mise en oeuvre d*un procede selon Tune des 
revendications 11 k 13, caract6ris6 en ce qu'il comprend: 

- au moins un couple d*amorces selon la revendication 6, et/ou 

- au moins un couple d'amorces selon la revendication 7, 

- une (ou plusieurs) sonde(s) selon la revendication 8, et/ou ime (ou 
plusieurs) sonde(s) selon la revendication 9, lesdites sondes 6tant susceptibles de 
s'hybrider avec tout ou partie des fragments de genes ariiplifies a Taide des 
couples d' amorces selon les revendications 6 et 7 respectivement, 

16. Kit selon la revendication 15, caracterise en ce qu'U con^)rend 
egalement: 

- ime ADN ou ARN polymerase thermoresistante. 
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- un milieu reactionnel avantageusement comtitu^ de Tris-HCl 10 mM 
pH 8,3, 50 mM KCl, 1,5 mM MgCl2, 0,01% de gelatine, de co-facteurs de 
rADN-polym6rase, notamment d'ions Mg2+ et K+, et des 
4 desoxynucleotides constitutifs des ADN (dCTP, dATP, dGTP, dTTP) ou des 

5 ARN (dCTP, dATP, dGTP, dUTP) et/ou, 

- une ou plusieurs enzymes de restriction, et, le cas 6ch6ant, des fragments 
de restriction de reference caracteristiques des sous-especes d'Erwinia 
carotovora et/ou d'Erwinia chrysanthemi, notamment des fragments de 
restriction representes sur la figure 3, dans le cas des sous-especes d'Erwinia 

10 carotovora et/ou, 

- une ligase et un (ou plusieurs) couple(s) de sequences 
oligonucleotidiques, susceptibles de s'hybrider de part et d'autre d*un (ou 
plusieurs) nucleotide(s) situ6(s) dans des genes ou fragment de genes codant des 
pectate-lyases, et etant caracteristique(s) d'une espece, sous-espece ou pathovar 

15 d'Erwinia, et/ou 

- une (ou plusieurs) sonde(s) oligonucleotidique(s) specifique(s) d'une 
region nucleotidique caracteristique d'une espfece, sous-espece ou pathovar 
d6termin6 de bacteries du genre Erwinia. 

20 17. Utilisation de sequences nucleotidiques correspondant a tout ou partie 

de genes qui, au sein des genomes des bact6ries pectinolytiques du genre 
Erwinia, et plus particulierement d'Erwinia carotovora et d'Ermnia 
chrysanthemi, codant des pectate-lyases, pour la mise en oeuvre d'un proc^d^ 
d* identification des sous-especes, et/ou des souches ou pathovars des especes ou 

25 sous-especes, des differentes bacteries du genre Erwinia. 
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ATGAAAAAAT 

CAGCGCCGCT 

ACGTGCTGAC 

CTGCTCGCCG 

CTTCCCTGAC 

ACCTGATGCG 

TATAAGCA6C 

GGAT6AGAGC 

AAACGCTGCA 

AAAAATGCCT 

CACCGCACGC 

AAATCATGGA 

CTCTGGCAAA 

CCTCAGCTTC 

T6TACAAATA 

GCACAGCAGT 

TCAATTTACT 

CGCATTCCAA 

GGCCCTACCG 

GATCTATTCC 

GGGCGGAAGG 

TTT6CCAAGT 

GGCAAACGGC 

ACGGCAAAAA 

CTGCTGTCGT 

GCGTGTCGCA 

CAGC6CCGGG 

CCTTACGCCT 

AGACTATCTG 

GTTATAAGAA 

GTCGATACCA 

CAATCAGCCA 

AGGGCGGCTA 

AACGAAATCT 

6AAGTAA 



TTGCGCTGTC 

ACACCAGACC 

CAAAGCCGGT 

ATGGTATCGA 

GGCCGCCAT6 

CGTGTTGGTC 

GCGCCGAAGC 

GGCCTGCTGA 

ACCGGAAGGC 

ATCCCTACTA 

TTTATCCGCG 

AACCAGTCGC 

GTCCGTTTGA 

CTGAATGCGG 

CAATAAAGAA 

ATGTGCTGCC 

CAGGCGCTGA 

ATATGGCGAT 

CGCTGGAA6G 

GAAAATGCGC 

CAAGGAACTG 

ATGCCTACAA 

AAAGATCTCT 

AGGCACCGTG 

ATGCTCGCGC 

CGCGGCATCG 

TAAAGACGTC 

TGTTCGCGCT 

TCGCTGGCGG 

CGGCTTCTTC 

TCGAGCCTTA 

CAGTCCGTT6 

CCGTATGGAA 

TCCTGCTGAA 



GCTTCTTGCA 
GTCTCACTAT 
GACCAGTATC 
TCCGCGTACT 
CCGTGTTGTC 
GGGTTAAGTA 
GATTGTGAAG 
TTTGGGGCGG 
eCGAGCGAAA 
CGATTTGATG 
GTTTCTGGAA 
CACGGTAAAT 
GCAACAGCCG 
GTAACGATCT 
GACGGCGCGC 
ACGGGATAAG 
AGCGTGATGA 
CGCGCTCAGC 
CAATATGATG 
TCATGCAOCT 
CTGACCTGGA 
CGAGTCCGAT 
CCAATTACGT 
ATCAAGCCTT 
CTATACCGTT 
CCCGTGCACA 
AAAGTG6ATC 
GCTGGATCTG 
AAAAAGTGGG 
ATGGCCGATC 
TGCTCTGTTA 
CCCCATTCCT 
GACGGTTCAA 
CGTTGGCGAA 



GGTCTGGTTG 
CGTCAATCAG 
ACGGTCAATC 
GGCAAGCAGA 
TAACTTCTCC 
ACCTGAGCGG 
TATCACTTCC 
TCACCGTTTC 
AAGAGATGGT 
TTCAGCGTTG 
TGCGCACGTT 
ACGGGCAAAA 
CCCTTCTTCG 
GATCTATTCC 
TGGTCTGGGC 
GCAACCGGGC 
AACCACCGAC 
GCCAATTTGG 
CTGAAAGGAC 
CCAGTTGGGT 
CAACCGATGG 
AACACGTTCC 
TCTGCCGCGT 
ATCCTGCGGA 
TTACCGGACG 
GGGGCTGGGT 
TCGCTACCAA 
TATCAGGCGA 
CGATAACATT 
CCAACAGACA 
GCGCTGGAAG 
GAATGGTGCG 
CTCGCATATC 
ACCTTGAAAC 



CTTTACAGGC 
TATGTTGACA 
ACCCACACCG 
TGGAATGGAT 
GCGCAGCAAA 
CAACCCCAGC 
AACACTATCA 
GTTGATTTAA 
GCATGAGCTG 
ATAAAGAGGC 
TATGACTGGA 
AATGGGCGCG 
CCACCAAAGG 
GCCTCGCTGC 
AAAACGTCTG 
TTGGCGTGTA 
GATGCCGATA 
CCCAGAGTTC 
GCACCAGTAC 
AAAGATTTAG 
ACTGAAAGCC 
GCCCGATGCT 
GATGGCTACT 
TAACTCATTC 
CCGAGCTGTG 
GAGTTAGGTT 
GAACAACGAT 
GCAAAGTGAA 
ATCAGCACGC 
ATATGCTGAT 
CGGCGGTACG 
GGCTTCACCG 
TACTCGCGAT 
CCAACAATAA 
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ATGAAAA ACACGCGTGT ACGTTCTATC GGAACTAAAA GTTTACTGGC 
TGCCGTTGTA ACAGCAGCAC TGATGGCTAC CTCTGCTTAT GCGGCAGTAG 
AAACTGATGC CGCAACAACT GGCTGGGCAA CGCAAAACGG CGGCACTACC 
GGT6GCGCAA AGGCAGCAAA AGCAGTTGAA GTAAAAAACA TTAGCGACTT 
TAAAAAAGCC CTGAATGGAA CCGACTCATC AGCCAAAATC ATCAAAGTAA 
CAGGGCCGAT TGATATCAGT GGCGGCAAAG CCTACACCAG TTTCGATGAT 
CAGAAAGCGC GTAGCCAGAT CAGCATTCCG TCCAATACCA CCATTATCGG 
TGTTGGCAGC AATGGTAAAT TCACXJAACGG TTCTCTGGTG ATCAAAGGCG 
TAAAAAACGT TATCCTGCGT AACCT6TATA TTGAAACGCC GGTAGACGTA 
GCACCGCATT ATGAAAGTGG GGATGGCTGG AACGCCGAGT GGGATGCAGC 
CGTTATCGAC AACTCTACCA ACGTCTGGGT TGACCACGTC ACCATCAGCG 
ATGGTAGCTT CACCGACGAC AAATACACCA CCAAAGATGG TGAAAAATAC 
GTTCAGCACG ACGGCGCACT GGATATCAAG AAAGGGTCTG ACTACGTCAC 
CATTTCTTAC AGCCGCTTCG AACTGCACGA CAAAACTATC CTGATCGGCC 
ACAGCGACAG CAACGGCTCT CAGGATTCCG GCAAACTGCG CGTCACCTTC 
CACAACAACG TGTTCGACCG CGTGACTGAA CGTGCCCCGC GCGTACGTTT 
CGGTAGCATC CACGCTTACA ACAACGTTTA TCTGGGCGAC GTGAAACACA 
GCGTCTATCC GTACCTGTAC AGCTTCGGCC TGGGCACCAG CGGCAGCATC 
CTGTCT6AGT CCAACTCCTT CACGCTCTCC AACCTGAAGA GCATTGATGG 
TAAAAACCCA GAATGTAGCA TCGTGAAGCA ATTCAACAGC AAGGTGTTCT 
CC6ATAAAGG CTCACTGGTT AACGGCTCAA CCACCACCAA GCTGGATACC 
TGTGGTCTGA CGGCGTACAA ACCGACTCTG CCGTACAAAT ATTCGGCTCA 
GACCATGACC AGCAGCCTGG CTACCAGCAT CAACAACAAC GCAGGTTACG 
GCAAACTGTA A 
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